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RESUMEN

La via Rus-cAMP esti involucradia en el control de la prolifemcién p;micul-.mnénte con’

base a 1a disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la resistencia al estrés. Esta via es activada

por el producto del gen CDC25 cuyo producto es un intercambiador de nucleétidos GD!’ Gfl"l" -

de Ras. La proteina Cdc25 es requerida para la produccion de cAMP.

En el presente trabajo se analizé el ciclo celular de una nueva mutante del gen CDC25
actualmente denominada «d25-27, Esta mutante presenta niveles de termotolerancia muy elevados
en todas los periodos de crecimiento, incluso en la fase postdiduxica. Cuando, en general, en estos
estadios de crecimiento 1a cepa silvestre es muy sensible a temperaturas letales.

La mutante dc25-21 codifica una proteina Cdc25 truncada, a la cual le faltan 612
aminoicidos en el extremo carboxilo terminal (del aminoicido 978 al 1589) region en donde reside
el dominio catalitico. A diferencia de las mutantes obtenidas por Van Aelst ez a/. (1990), que no son
capaces de crecer en glucosa cuando les falta la parte carboxilo terminal, la mutante a25-27 sigue
siendo viable en glucosa a pesar de que le falta esta regién. Ademds esta mutante presenta niveles
de termotolerancia muy elevados en todas los periodos de crecimiento, incluso en la fase
postdiduxica. Cuando, en general, en estos estadios de crecimiento son muy sensibles a
temperaturas letales.

También presenta un fenotipo de colonia pequefia que cosegrega con la alta
termotolerancia intrinseca que posee. Sin embargo, este fenotipo puede revertir. Estudios
preliminares indican que un 2 % de la poblacién revierte, y Ia mayor parte adquiere un tamafio de
colonia similar al de la cepa silvestre. El anilisis genético de las revertantes ha demostrado que
posiblemente se trata de una supresioén extragénica mas que una reversién del mismo locus.

Los resultados de los estudios del ciclo celular, a nivel del ciclo citoplasmitico y del ciclo
cromosomal, de la cepa mutante a/e25 -21 (JF337), mostraron que existe una alteracion en el ciclo
celular de esta cepa ya que presenta una fase GO /G1 mis larga. En  estudios posteriores  se
demostrd que todas las células ade25 21 tienen una fase G1 mis larga que la normal pero no
entran en GO durante la fase exponencial.

El trastomo del ciclo celular de la cepa mutante ede25 21 posiblemente se debe a que la
alteracion del gen CDC25 repercute en el funcionamiento de la via Ras —<cAMP y a su vez sobre la
traduccion de las ciclinas de la fase G1, que junto con Cdc28 permiten el paso a través del punto de
inicio.

Considerando que el fenotipo de colonia pequeiia de la mutante ode25 - 21 puede revertic
adquirdendo un tamafio de colonia similar a la cepa silvestre, se realiz6 un anilisis de la frecuencia
de reversion de este fenotipo.

En un estudio anterior, realizado por Casas — Flores (1998) se determiné que la frecuencia
de reversion de la cepa mutante ScIBT2, de la cual proviene la mutante ad25-21, es de 7x10 , un
porcentaje considerablemente mayor al fendmeno de reversidn espontinea que ha sido reportado
(1x10° a 1x10€). El andlisis realizado por Casas fue un estudio cuantitativo de este fendémeno en
cultivos en fase logaritmica. En este trabajo se rediseiié la metodologia para determinar la
frecuencia de reversion de la mutante k2527 de forma cuantitativa. Paa ello se analizé la tasa de
reversion durante el crecimiento por colonia. Sin embargo, debido a la alta tasa de contaminacion y
la escases de muestras los resultados no permiten definir algtin comportamiento del proceso de
reversion.
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INTRODUCCION

La divisién celular es ¢l medio fundamental a tmves del cual todos los orgamsmos se

propagan. En especies unicelulares, como las bactenas v las levadums, mda d:wsno de la celula

produce un nuevo organismo, mientras que las especx

divisiones secuenciales ' para crear un nuevo mdw u la

para rcemplazar las células perdxdas por el desgast:

progmmadn en Ios orgamsmos pluncelulares (Alberts etal.): 996

‘La celula depende tanto, de los estimulos_extemos como - los intemos para que la
dmsmn celular produzm una ptogeme wable. Dcntro de los estxmulos externos se encuentra

a dlspomblhdad de nutnentes y Ia exlstencxa de algun upb de estnes como calor, sequia o fdo

< que puedan afectar este proceso Mxentms quc a nivel i mtemo, se requiere determinar si posee

la suficiente’ masa cdular pam sopottnr una dmsnon ce]ulat y. coordinar todos los eventos

mhzados durante este proccso, como la duphcaczon y la dnvxsuon del material genético.

Para: la regulacnon mtcma : tequxere de’un snstema de control del ciclo celular que lo

coordina en su totahdad Este sistena €3 un dxsposmvo bioquimico que actia ciclicamente y

estd compuesto por un on;unt' de pmtemas mteracuvas, proteinas cinasas depend:entes de




1993). La proteina Cdc25 es requerida - par l;l produccién de cAMI’ y la rcgulncién de los
niveles de. esta molécula bajo el efecto de las concenmcnones de glucosa, pnnmp'\lmeme a.

través de la regton carbo'nlo terminal. (Van Aelst o aL 1990 Lal tl aL 1993)

En esta investigacidn se analizard el ctclo celular de una nueva mut'ante del gen CDC25

la cual se caracteriza por tener un crecimiento Iento yuna ‘altd tcrmotolemncm en comparacion

mvel del cidlo de gemacnon ode

con la cepa silvestre. El estudio del ciclo celulat se tealiz

la duplicacién del material genético para detg 1

de la mutante que le confiera su fenotipo de

El ciclo celular

Generalidades

El ciclo celular se define como el peri tre dos dlvxs:ones mitéticas. La fraccion de
tosxs hasta el inicio de la proxima se

S peuodos- Gl S,yG2 (Lewin, 1997).

tiempo que transcurre. a P

denomina interfas: la t;u l

Durante la mitosis (M), la etapa mis corta del ciclo celular, tanto el micleo como los
cromosomas se ‘divid sc distnbuyen en las células hijas. El efecto neto de la mitosis es que
cada cromosoma una copia de si mismo y luego, esta estructura doble se divide para dar
lugar.a la formact 1 de dos cromosomas hijos, cada uno de los cuales se dirige a un nicleo

“ descendwnte dlstmto (Mathews et al.,, 2000; Griffiths ef al., 1998).

Dumnte la fase G1, la célula lleva a cabo el proceso de replicacidén una vez que
sobrepasa el punto de restriccion (R), o punto de inicio (Alberts ez af, 1996). Después de este
punto los acontecnmxentos programados son irreversibles. Durante esta fase se sintetizan
muchos de los factotes, proteinas y ARN necesarios para la replicacion (Griffiths ¢z af, 1998).
Enla Fase LY se duphca el genoma. Para ello es necesaria la replicacion previa de una estructura
en la envoltum nuclear, conocida en levaduras como cuerpo polar del huso y en células

. ammales como centriolo, que acttia como parte de un importante centro organizador de los
mxcrotubulos que durante la interfase estd estrechamente asociado con el niicleo (Alberts er aZ,

1996). Al final de la interfase se promueve la fase intermedia G2, durante la cual la célula se



prepara pira Ia cnteada a la mitosis, entonces los cromosomas se condcn:.m yse sintetizan

factores citoplasmiticos importantes p’H‘l l.x mntosns (anﬁths eraly 1998)

La falta de nutrientes lmpnde que. las celulas ‘entren en_un ciclo de dnvxsnon Aesta
a (Griffiths ef a/ 1998) Esta fase
ia la Fase S. Existen
trat nuevamente al
G' (Lcwm, 1997).

etapa no ciclica se le denomma fase GO o fase de quie

es semejante a G1; no obstante, las .
algunas células que pueden ser, estx
ciclo celular en un periodo antes del pu 0 de restriccion de la fase

Para asegurar que cada fase finalice comectamente aﬁtcs de iniciar la siguiente, existen
varios puntos de regulacién a lo largo del ciclo celular, cada punto de regulacién representa un
circuito de control que marca el inicio de un evento en el ciclo celular dependiente del evento

anterior (Lewin, 1997).

Puntos de regulacién o verificacién en el ciclo celular

En el caso de las células animales, ¢l punto mis importante de regulacion es la etapa
G1 mientras que G2/ M se considera como el punto de control subsidiatio. En este tipo de
células, la mayor parte de un ciclo celular abarca la fase G1 y la duracién de este periodo
responde a las condiciones de crecimiento. En contraste, los organismos haploides pueden
usar G1 0 G2 como el punto de control primario. En el caso de la levadura Schignsarcbarvmices
pombe, el punto de regulacuon mis zmpommte es G2 mientras que para JS. crerigae es G1
(\iunay et al 1993

S En gencml en todos Ios orgamsmos eucariontes, los puntos criticos de regulacién o
verificaci :on del ciclo celulat son tres: el control en G1, el comienzo de la fase Sy la entrada a
la mitosis. EI conu'ol en G1, especnﬁcamentc en el punto de restriccién o de inicio, la célula

) sigue ‘el proceso de divisién o no dependiendo de varios parimetros como la respuesta a
estimulos extemos, incluyendo la concentracién de nutrientes y la cantidad de la masa celular
existente, entre otros. Cabe sefialar que la masa celular debe duplicarse de tal manera que la
célula posea el material suficiente para aportar a las células hijas antes de iniciar un nuevo
ciclo de replicacién. El segundo punto de verificacién es durante el inicio de la fase S, debido a

que, durante este lapso, ¢l aparato de replicacién inicia la sintesis de DNA. Una célula debe




llevar a cabo ¢l proceso de erhL:lclOn del material genético una sola vez dumnte cada ciclo y

evitar la dw:snon celular hasta que hay1 complcmdo el proccso de rephmcnon (Lcwm 1997)

‘El tercer punto ocurre al 'm 'o dc la mxtosts que es ldennf cado por cl momento en e f

cvat a cabo la dmsbn Muchos de Ios punros de .

cual Ia célula i nmcna su reorgamzac:o‘ ‘pa
- verifi cacxon operan en la mitosis para asegumr que mda celula no se divida a menos que se

hallan complelado todos los eventos necesanos que anteceden a este proceso (Lewin, 1997)

El control bqsxco que perrmte una separacién temporal entre la fase S (replicacion de]
DNA) yla mitosis (segregac:on de los cromosomas), parece estar conservado en todos los
eucariontes y depende de la formacién de los complejos ciclina-cinasa de proteinas que regulan
la transicién entre la fase'S y la mitosis. Este mecanismo provee de varios niveles de
regulacién de los componentes del ciclo celular y su actividad. Ademis este dispositivo se ha
diversificado en diferentes grupos de eucariontes para alcanzar las respuestas apropiadas de la
divisién celular a sefiales intrinsecas y extrinsecas respecto a las células (Murray e a/., 1993).

La cinasa de proteinas involucrada durante la mitosis es designada como cinasa de la
fase M, factor promotor de la maduracién (MPF) o cdc2 / CDC28. Esta cinasa de proteinas
se activa a al unirse con la ciclina correspondiente y transfiere grupos fosfato, a partic de ATP,
a aminoicidos definidos en las proteinas blanco (Mutray ¢/ a/., 1993). La ciclina asociada a la
cinasas de proteinas de la fase M consiste en una proteina sintetizada periddicamente a lo

largo del ciclo celular y su degradacion provoca la liberacién de las células hijas para dejar la

mitosis (Lewin, 1997).

El complejo dlmenco, Cdc2p / Cdc28 y una ciclina, puede fosforilar una gran cantidad

|f icos, la Unica caracteristica comtn en los

de sustratos proteicos en’ amm

sustratos que son fosfonladps. po : a presencia de los residuos de aminodcidos
serina - prolina flanqueados por késlduqs de aminodcidos basicos. Los susteatos hallados in
liliu inélﬁyer'x' a la histona H1 (au:rtiv':;r‘c‘:lel la condensacién de los cromosomas), laminas
(posiblemente requeridas pnmrla'nipt%ii'x;.i‘ 'de"léi envoltura nuclear), nucleolinas (involucradas
potencialmente en el arresto de la sintésis de ribosomas) y oteas actividades estructurales y

enzimiticas (Lewin, 1997).




La conservacién de la estructura de Cde2 / Cdc28 entre células animales y levadums y I
participacién de dimeros relacionados que regulan el punto de inicio en ambos tipos de
levadura, S. pombe y S. cerevisiae, sugiere la presencia de un esquemaA similar en las células
animales. La diferencia mds importante en las células animales, es la presehcié de una variacién
mayor en las subunidades de las cinasas. En combinacién con la misma subunidad catalitica en
ambas fases de regulacién, el punto de inicio y la transicion G2 / M, las células presentan un
gran nimero de ciclinas. Durante G1, las células animales tienen multiples cinasas involucradas
en el control del ciclo celular y estas varan tanto en la subunidad catalitica como en la
subunidad regulatoria. En contraste, las levaduras solamente presentan una sustitucién de la
subunidad regulatoria Otra diferencia notoria entre células animales y las levaduras es la
presencia de una variacion en los aminodcidos de la cinasa M involucrados para su activacién.
Por ¢jemplo, en células animales se requieren 3 aminodcidos para su activacién (treonina-14,
tirosina-15 , treonina-167) mientras que en las levaduras Saaharomyes earvisiae 'y

Sehizosaccharomyces pombe, se necesitan 2 aminoicidos: tirosina y treonina (Lewin, 1997).

Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae

C risticas g I
Saaharomyces ceresisiae o levadura del pan es un organismo eucarionte unicelular con un
ciclo celular somatico. Es un organismo con muchas verimias para el estudio del ciclo celular

ya que crece ripidamente en un medio simple que contcnga glucosa y aminodcidos. Ademas su

 divisién por gemacioén facilita el rastreo del’ avance el cu:lo celular en ofganismos vivos
(Murmyelal 1993). s




8. eererisiae €3 una célula h.lploulc y unicelular, que pucdc_ funcnon.n' como un gameto.

Esta lemdum prc y"nh dos tipos :exu.llcs dwgnados como “a” y “o”, los cuales puedcn ser
consxdemdos analogos a masculmo y femenino. Estos txpos sexualés solo s distinguen entre
si cuando se apare'm ya que estructuralmente son muy smlares Las células al aparearse,
B cxcretan hon-nonas pcpudncas (feromonas) que reciben o nombre de factor a y factor a. Estas
hormopas se fijan a las células de tipo sexual opuesto y genemn respuestas metabdlicas a través

de la:vx'ei"dévtmnsduccién de seiiales MAPK y de la transduccion genética que dan lugar a

cambiosen su superficie celular, para que las células se asocien y se fusionen dando lugara un

 organismo diploide (Brock ef aZ, 1993). Las respuestas celulares generadas por estas feromonas
incluyén: un crecimiento polarizado hacia la pareja de apareamiento, el arresto del ciclo celular

en G1 y el incremento de la expreéién de las proteinas necesarias para la adhesion, la fusion

celular y nuclear (Gustin ef al., 1998). A baja concentracién de nitrdgeno la célula diploide

sufre un proceso de cspomlacxon o mciosis y forma 4 nuevas células haploides, las cuales, a su

vez, siguen un ciclo celular mittico formando una gema o célula descendiente de tamafio

menor que la célula ongmal o ‘madre. (Murray ez al., 1993). La formacion de una nueva gema

ocurre durante la transicion G1 /. S, después del punto de restriccion (Gustin ef al, 1998) lo

cual permite a la célula tener el tamafio adecuado para llevar a cabo la divisién celular.

Regulacudn del ciclo celular
Cabe sefialar que el punto R Q)unto de lmao) es una de las etapas regulatorias de
transicién mads destacado en la fase temprana ‘de la fase G1. Antes de este punto, las células

tienen varias opciones dc desarrollo dcpendnendo de su ambiente extemo. Las células bien

alimentadas pnosngucn con cl cnclo celular rmenrms que las células limitadas en nutrientes
puedcn entrar a un estado de qulescencxa (fase GO) o comenzar la esporulacién en caso de ser
dxplo:des, y las celulas expucstas a la feromona de apareamiento se arrestan en G1 e inician el
programa de entrecruzamiento. En contraste, las células que se encuentran en una etapa tardia
de_yGl, déspdés del punto de inicio, 0 en etapas subsecuentes, generalmente proceden a
completar el ciclo celular inclusive si son privadas de nutrientes o son expuestas a las
feromonas de apareamiento. Estas observaciones indican la existencia de un punto de decisién
en G1 ‘(el punto de restriccién o de inicio), en el cual las células se comprometen con un
programa particular de desarcollo. En S. ceresfsiae, la progresién a través del punto R

desencadena multiples eventos del ciclo celular, incluyendo la iniciacién de la replicacién del



DNA s:mulmnumcntc LDﬂ la formacion de l'1 gema y la duphcac:on del centro organmdor de
mlcrorubuloq (L(.\v et al, 1997) Estos proccsos requnercn de 1a actividad de I cinasa Cdc28

que forma | un comple;o con l1s cnchms G1 codl!'cadas por los gencs CL.NI a..NZ y CL.N3
(Gusun eral, 1998) S i )

- Los andlisis de las mutantes dcl gen CDCZ en la levadura del pan muestran que hay

mas de un tipo de ciclo mvo!ucrado en el cido celular los

cromosomas, como : la iniciacién, connnuacxon y cumphrmento de foase S y'la divisién
nuclear. Ef ciclo citoplasmitico consxste en la formacxon de la; gema., El tercer ciclo, el ciclo
centrosémico, son los cventos asociados con la dup]xmcnon y la sepamc:on del cuerpo polar del
huso (SPB) el cual susutuye al “centrosoma Y. orgamza los microtibulos que permiten la
segregacion cromosomal dentro del niicleo (Lewnn 199 Con base a los eventos anteriores, se

consndem que G1 / S es una transicién notable en este orgamsmo, en contraste con S, pombe

orgamsmo en el cual es mis xmportante Ia transicion G2 / M (Lcw elal ,1997).

La definicién de la trnsicién mmaaz ha sido mds confusa y
controversial ya que muchos eventos d:snntwos de la mxtosns estin ausentes o son dificiles de
monitorear en levaduras. En geneml se ha con' xdemdo ah anaﬁase, que implica la elongacién
del huso y la segregacion de los cromosomas, como un punto de reconocimiento de la fase M.
No obstante en S. @rrisfae muchos puntos de reconocimiento identificados de la mitosis estan
ausentes o son dificiles de monitorear en las levaduras. Por ejemplo, la membrana nuclear no
se rompe, la condensacién de los cromosomas ocurre pero su pequeiio tamafio de éstos
dificulta su deteccién y muchos de los compartimentos membranales son transportados hacia

I gema a través de la fase de gemacion, por lo que la formacién de vesiculas de compuestos
membranales asociada a la mitosis no es necesaria para su segregacion. Como resultado ha sido
propuesto el ensamblaje del huso como la tinica marca citologica disponible para la entrada de

: fa fase M. Estas caractedisticas y el hecho de que el ensamblaje del huso generalmente ocurre

* antes de iniciar la anafase, han dejado el coficepto érréneo de que la fase S se superpone con la
fase M, sin pasar por la fase G2. Sin embargo, cxertos andlisis de monitoreo directo de la

replicacion y la formacién del huso han demostmdo Ia existencia de la fase G2 en S. anvisae

n conectados en puntos o



atn cuando el ensamblaje del uso es aceptado como marca del inicio de la fase M (Lew et al,

1997).

Algunos investigadores hin preferido simplemente evita

Via Ras - cAMP
' Componien(cs de la via Ras - cAMP

En §. cerevisiae, la via Ras — cAMP  esti compuesta de varos elementos que
interactian pama regular la actividad de la cinasa de proteinas dependiente de AMP ciclico
[PKA] (Werner-Washbume ef al, 1993; Thevelein ef al, 1999; Thevelein et al., 2000). Esta via es
activada por el producto del gen CDC25 (Broek ef al, 1987 Lai e al, 1993) el cual es un
intercambiador de nucledtidos, GDP a GTP, que activaa la mtema Ras, la cual es codificada
por los genes RAS7 y RAS2. La protema Ras tamblen ede’ activarse por el sistema receptor
acoplado a la proteina G, Gprl — Gpa2 (Thevelcm etal,: 999) asi como por Svr2 (Fedor-
Chaiken ez, 1990). T S

La regulacion rio abajo de Ras es dependiente del incremento de su actividad GTPasa
intrinseca a través de Iral e Ira2. En la via Ras — cAMP de levaduras la proteina blanco de Ras

“cesla prdteinq adenilato ciclasa (AC), codificada por el gen CYR/, que cataliza un incremento

ina definicion especifica yse



en la sintesis de AMP ciclico. El aumento de la concentracién de AMP cidlico activa a la
PKA a través de la inhibicién de las dos subunidades regulatorias de esta proteina, codificadas
por BCY, y de la liberacion de las dos subunidades cataliticas codificadas por TPK7, TPK2 y
TPK3. La concentracién intracelular del AMP ciclico también es rcgulado por 2
fosfodiesterasas, Pdel y Pde2 (Ma e a/, 1999). Resultados recientes apuntan a que el sistema
receptor acoplado a la proteina G es el responsable de la actividad de la AC en respucstaa la
glucosa, mientras que la proteina Ras pbdriarser causante de la transmision de sefiales en

condiciones de estrés (Estruch., 2000).

La via Ras —‘AMP ciclico en la levadura del pan juega un papel muy importante en el
- control del membohsmo, la proliferacién particularmente en base a la disponibilidad de

: numentcs y la res:stencta a estrés (Thevelein ef al, 1999).

"R'es lacién de la respucsta al estré
. Las respuestas a estrés son particularmente importantes para la levadur del pan y otros

microbi'ganismds ya que se encuentran expuestos a condiciones ambientales muy variables,

como la temperatura, cambios de la osmolaridad y Ia dxspombxhdad de nutrientes (Estruch,
2000)

‘En 5. cerevisiae, la via Ras — cAMP ,uega un papel muy importante en la respuesta a

dnferentes tlpos de estres (I‘hevelem et al, 1999) Esto se ha confirmado a través del
: descubmmento de muchos genes que son mducndos por estrés y regulados negativamente por

esm vxa de tmnsduccnon de seqiales, a traves de procesos de fosforilacion de algunos

“E"com‘ onentes del membohsmo de la trchalosa y glucégeno, ya sea en la glucélisis o en la

o gluconeogcnesns (Estruch., 2000)

. Existen dos dpos de promotorés régulados negativamente por la via Ras — cAMP que
.- median la acuvac:on geneum por calory otras condiciones de estrés: los elementos de choque
- : .termxco (HSE) vl los elementos dela respuesta a estrés (STRE). Los elementos HSE median la

h acuvac:on ’ranscnpcnonal a travcs de los factores de choque térmico (Hsf), pdncipalmente en

'rcspuesta a un choque ten-mco (aumento stibito de temperatura). Mientras que los elementos

de STRE med:an la expres:on ‘genética en respuesta a una vadedad de factores de estrés tales



como Ia susencia de nitrégeno, ¢l estrés osmético y oxidativo, el estrés por un bajo pH

extemno, la pmscncin ’de ﬁcid‘os( orgﬁnicos débi!eé, etanol y calor (Eé'trr'u;h.‘;‘ 2000).

Otros bl'mcos de h via R'IS - cAMP son los Factores de transcnpmon Msn2 y Msnd,
que median. parte de la mduccxon de los genes de estres controlados por los elementos de
STRE y posiblemente son regulados negauvamente por esta ruta ‘fetabdlica (Thevelein et al.,
1999). Se ha sugeddo quela PKA podna acmar a traves de la induccién de la exportacién de

Msn2 y Msn4 por Msn5 que actiia como un modulador de la actividad de estos factores. Este

papel podria estar mis relacionado con el nivel de respuesta a las condiciones de crecimiento

celular que con la traduccidn de sefiales de estrés (Estruch., 2000).

Se ha sugcrid‘o que la »ﬁ.mciél"l‘ de a [Smteinn Ras puede estar relacionada con la
percepcidn y la transmisién de  las sefiales de estrés en base a la actvidad de Cdc25 (Broek er
al, 1987). Esta proteina estd mguladarposiﬁvamcnte a través de una interaccién directa con la
proteina citosolica Ssa, un miembro de la familia Hsp70p (Geymonat ef a/, 1998). Este modelo
implica que la acumulacion de las proteinas desnaturalizadas bajo condiciones de estrés reduce
la actividad de Ia via cAMP — PKA por reclutamiento de las proteinas de choque térmico
(Hsp) y la reduccion de su interaccién con Cdc25 menguando su efecto positive sobre esta
proteina (Estruch, 2000). Adérﬁés, Cdc25 activa a  Ras en respuesta a la acidificacion
intracelular, la cual puede ser inducida por glucosa aunque también puede haber otros motivos
(Thevelein, 1992). e

Respecto a la regulacién por estrés, la via Ras — cAMP se encarga de la fosforilacién, a
través de la PKA, de diversas enzimas implicadas en la respuesta a diferentes tipos de estrés.
Entre estas enzimas se encuentran las del metabolismo de carbohidratos de reserva, como la
trehalasa, glucdgeno sintasa y glucdgeno fosforilasa (Thevelein e a, 1999), asi como muchas
proteinas blanco desconocidas. La sintesis de cAMP también es un punto importante de
estudio para analizar la respuesta al estrés ya que se ha observado que a niveles bajos de cAMP
se incrementa la expresion de Ias proteinas de choque térmico (Rowley ef a/, 1993) tales como
h§p70, hsp26 y hsp12; y otras proteinas como la ubiquitina, un mediador de la protedlisis
(Mager ev /., 1993).




La proliferacion celular y la resistencia al estrés muestran una relacién antagonica en la,
mayoria de los organismos’ vivos. Por ejémplo" 1a levadura: del ‘pan bresenta' \i}\a mayor
termotolemncta aun choquc termxco extremo (50 °C) durante la fase estaclonana, rmentmsv )
que’en la fase logantmlca esta tolerancna es menor. Existe una condicién en donde las cclulas_ :
en fase logancm:ca adqu:ere tetmotolerancna si se aclimatan previamente a una temperamm :
moderada (37°C / 1 he) prescntzndosc un fenémeno denominado termotolerancia inducida.
Durante esta aclimatacién, las células se arrestan en G1 y se expresan los genes de choque
térmico. Cabe sefialar que la actividad de estos genes, el arresto del ciclo celular asi como la
tolerancia a estrés son respuestas transitorias. Después de 2 o 3 horas a 37°C, las células
silvestres recuperan su capacidad de crecimiento y su termotolerancia basal disminuye

significativamente (Walton ¢7 o/, 1980; Plesset ef al., 1987).

Regulacién del imi
Respecto a la proliferacidn celular, los cultivos de 5. armisiae a lo largo de las 5 fases
del crecimiento (la fase lag, la fase exponendial, el cambio diduxico, la fase postdiiuxica y la

fase estacionana) sufren distintos cambios metabdlicos y de desarrollo. Estos cambios se

inducen para hacer frente a las varaciones de la composicién quimica del medio. Durante la
fase lag o de retraso, las células ajustan su metabolismo al nuevo medio y se preparan para la
proliferacion celular, la cual alcanza su mixima velocidad en la siguiente fase: la fase
logaritmica. En este periodo el sustento es prncipalmente por fermentacién. Ademas las
células son muy sensibles a un choque térmico extremo (50 °C) y otros tipos de estrés, la pared
celular es muy susceptible a la degradacion con liticasa y no existe una acumulacion de
carbohidratos de reserva. Cuando los niveles de glucosa disminuyen y el etanol se acumula, las
células entran al cambio diduxico, la velocidad de crecimiento se reduce y su resistencia a estrés
se incrementa gradualmente. Debido a la falta de glucosa las células crecen principalmente por
respiracion, utilizando como fuente de catbono y etanol. Una vez que los nutnentes se agotan,
las células entran a una fase estacionaria, cesa el crecimiento y alcanzan su maximo nivel de
tolerancia a estrés, su pared’ comienza a engrosarse y acumulan trehalosa y glucégeno
(Wemer-Washbume et al, 1993).

! Lus levaduras al encontrarse por arnbn dela temperatura épumn de crecimicnto (temperatura supradptima)
muchas de sus funciones celulares se ven afectadas, pero las las no
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Dependiendo de las distintas condiciones ambientales, las células llevan a cabo un
proceso fermentativo o respiratorio. Adicionalmente se encargan de regular su crecimiento asi
como _de incrementar su masa celular a distintas velocidades dependiendo del medio de
cultivo en el que se encuentren. Para mantener un tamafio relativamente constante, tanto en
medios fermentativos como respiratorios, las células de levadura deben ajustar su velocidad
de progreso a través del ciclo celular, adecuando su tasa de crecimiento para alcanzar un
tamaiio especifico, moviéndose ripidamente a través de G1 en un medio rico, como glicosa, y
lentamente en un medio pobre. Por ejemplo, en un medio de glucosa las levaduras crecen mds
rapido, al menos 3 a 4 veces mis, que después del cambio diduxico (Hall ez 2/, 1998). Cuando
la cantidad de glucosa llega a ser una limitante, como durante la fase postdiiuxica en la cual las
células respiran, utilizando como fuente al etanol (Werner-Washbume ¢f 44, 1993), su

crecimiento se torna mas lento.

En el control del crecimiento y del ciclo celular, esta implicada la via Ras — AMP ciclico
(Wemer-Washbume ez al, 1993; Thevelein e al, 1999; Thevelein et al, 2000). Esta via es
esencial para el control y la integracién de estos procesos, particularmente con respecto al
estado nutricional. El mecanismo por el cual la PKA dependiente de cAMP controla el
crecimiento es todavia un tema de conjeturas. Sin embargo, recientemente se ha sugerido un
mecanismo por el cual las células pueden controlar la proliferacion. Este dispositivo estd
basado en la accion de PKA sobre la traduccién de las ciclinas de la fase G1 (Cin1, Cln2 y
Cln3) que inducen el paso a través del punto de inicio al unirse con Cdc28 (Pedruzzi ¢f 4,
2002; Hubler ¢t al., 1993).

Control del ciclo celular

Se ha sugerido que la formaci6n del complejo Cln3 — Cdc28 regula el paso a través del
limite G1/8 en el punto de inicio y juega un papel muy importante en la regulacién de la
transcripcion de CLIN7 y CLINZ, al final de Ia fase G1. A su vez, la formacién de los complejos
Cinl — Cdc28 y Cln2 — Cdc28 posiblemcnte desencadenan eventos rio abajo que permiten a las

células ptoceder a través del punto de inicio. La actividad del complejo Cln3 — Cdc28 es



rcgulada por it fuente de mrbono Asn su 'u:t' ldad es mis ajm en’ glucos:n que en una fuente

pobre de cad)ono, como el c”

Tambxen se ha cncontrado que los mvelcs de ARN mensa]ero de CLNJ son regulados
‘por la fuente de carbonc Ademas los mveles dela prc otema Cln3 son regulados positivamente
a mvel post—tmnscnpcxonal, por la via Ras — cAMP (Hall et aL 1998)

L El cAMP es necesario para la expresion de CLIN7 y CLIN2 y esta condicion es inhibida
o por la dz);iinaaon de CLIN3. Mientras que el cAMP regula los niveles de la proteina Cln3 y la
fspbr:-expteston de CLNJ es suficiente para evitar los requerimientos esenciales de cAMP

(Hall ez af., 1998).

Inicialmente se pensé que Cln3 era un blanco directo de la fosforilacién realizada por
PKA, pero esta idea fue desechada. En cambio, actualmente se sugiere que el cAMP regula la
traduccién de Cin3 a través de un mecanismo que involucra a algunos elementos encontrados
en los extremnos del RNA mensajero de CLINJ (Hall ¢2 al., 1998).

ANTECEDENTES

El grupo del Dr. Nieto ha estado interesado en el estudio de la coordinacién de la
respuesta al estrés por calor, el crecimiento y el desarrollo de la levadura Saabarvmyces cererisiae.
Para este propdsito se obtuvieron un total de 16 mutantes con una termotolerancia intrinseca
elevada, mediante mutagénesis quimica de la cepa silvestre W303a-LEU" con EMS (etil-
metano-sulfonato), de acuerdo al método de Lawrence (Folch-Mallol ¢ aZ, 2002a), y ciclos de

exposicién a choques letales de 50 °C.

El anidlisis genético de estas mutantes mostrd la existencia de 6 grupos de
complementacion que fueron nombrados A (del termino inglés: beat shock response) debido a
que uno de ellos es alélico a la mutante A7 descrita por Iida y Yahara, en 1984. El anilisis de
tétradas con un ensayo de termotolerancia cuantitativo, confirmé que las mutaciones son

nucleares y monogénicas en la mayoria de los casos estudiados (Folch-Mallol ¢ 4/, 1999). El
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anilisis genético de estas mutntes demostré que las mutantes son recesivas para la mayoria de

los casos y'solnmeme dos rcsulr:{ron codominantes (Casas ef a/, 1996).

Estas mutantes Ucncn una termotolcmncna constitutiva de 10 a varios miles de veces
mis alta que la cepa snlvcstre y. un uempo de duplicacion mayor que la cepa silvestre. Los
resultados obtenidos para la mayoria de las mutantes fueron niveles de termotolerancia muy
elevados en todos los peh'qdbs de"crc‘cimiento, incluso en la fase postdiduxica. Cuando, en
gehem] en estos estadios de crecimiento son muy sensibles a temperaturas letales (Casas-
Flores, 1998). En general, las mutantes mas termotolerantes presentan tiempos de duplicacion
mas largos que las mutantes de mediana y baja termotolerancia, las cuales tienen tiempos de

duplicacién préximos al de la cepa silvestre (Casas, 1998).

También presentan un fenotipo de colonia pequefia que cosegrega con la alta
termotolerancia intrinseca que poseen. Sin embargo, este fenotipo puede revertit. Estudios
preliminares indican que un 2 % de la poblacién tevierte, y la mayor parte adquiere un
tamaiio de colonia similar al de la cepa silvestre. El anilisis genético de las revertantes ha
demostrado que posiblemente se trata de una supresion extragénica mas que de una reversion
en el mismo locus. Cuando un supresor de la mutante ScZBT# fue cruzado con la mutante
parental original, la supresion manifest un fenotipo dominante (tamafio de la colonia y nivel
de termotolerancia silvestres); mientras que la progenie segrega en una proporcién 2:2,
sugiriendo que la alta frecuencia de supresion se debe a un mecanismo mendeliano (Folch-
Mallol et al., 1999).

En esta investigacion, se analizé la posible existencia de alguna alteracion del ciclo
celular de la mutante Aw2-7, actualmente denominada ae25-21, que codifica una proteina
Cdc25 truncada, a la cual le faltan 612 aminodcidos en el extremo carboxilo terminal (del
aminoécidd 978 al 1589), region en la que reside el dominio catalitico (Folch ef a/, 2002a). A
dxferenc:a de las mutantes obtenidas por Van Aelst y colabomdores, en 1990, que no son
capaces de vwxr en glucosa cuando les falta la parte carboxilo terminal la mutante ade25-27

sigue s:end_o viable en glucosa a pesar de que le falta esta region.
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La mutante afe25-21 presenta una termotolerancia elevada, una pared celular gruesa'y
una alta acumulacién de glucégeno. En glucosa, tiene una baja velocidad de__'g:i-ecimieqto‘
durante la fase exponencial, mientras que  su crecimiento en acetato o glicerol como fuentes

de C esta daiiado (Folch-Mallol e aZ, 1999).

OBJETIVOS

Objetivo general ‘
Realizar el andlisis del ciclo celular de la mutante cde25-27 y hacer una'compatacién con

el ciclo celular de la cepa silvestre para saber si esti alterado en la cepa mutante.

Objetivos particulares
1. Llevar a cabo el andlisis del ciclo de gemacién en Ia cepa mutante ad25-21, a través de
Ia cuantificacién de células gerantes y no gemantes en una poblacién a lo largo de su

cinética de crecimiento.

2. Analizar el ciclo cromosomal de la cepa mutante a#25-27 a través de la cuantificacién
del DNA en las células de esta cepa por medio de la citometria de flujo.

HIPOTESIS

Se plantean dos hipétesis alternativas:
1. laalteracién del vu'émpo dc‘d‘uplimcién de la mutante ak25-21 se debe a que una

fraccién ‘el_eva‘d‘ de las él}‘xl'a\s del cultivo se encuentran en GO.




MATERIALES Y METODOS

Cepas
W303a -LEU* * Mata canl - 100 ade2-1 bis3-11, 15 leu2-3, 112 opp1-1 ura 3-1 7:LEU2* -
JR337 " Maua canl - 100 ade2-1 bis3-11,15 len2-3, 15 tpl -1 llmJ-], ?:LEU2, _alc?i—?i
JE335°" Mata canl - 100 ade2-1 bis3-11, 15 len2-3, 15 trpl -1 wra 3-1, 2:LEU2, k25-21
* Silvestre .
* Mutante

Medios de culdvo

Medio YPDA Hlquido: Se disolvid extracto de levadura (Y) al 1%, bacto- peptona (P)
al 2%, glucosa (D) al 0.2% y 4mg/L de adenina (A) en 500ml de agua y se ajustd el volumen a
un litro (Guthrie ez al, 1991).

Medio minimo liquido: Se disolvié en agua YNB (Base nitrogenada para levadura sin
aminodcidos al 0.67%), dextrosa al 2%, mas los siguientes requerimientos de auxotrofias:
aminodcidos (L-triptofano 2mg/L, L-histidina 20mg/L, L-eucina 3mg/L) y nucletidos
(Sulfato de adenina 40mg/L, uracilo 20 mg/L), posteriormente se ajust6 el volumen a un litco
(Guthrie era/, 1991).

Medios sélidos: Tanto al medio minimo como al medio YPDA se les agregd como
sustancia solidificante agar bacterioldgico Difco al 2% (Guthrie e af,, 1991).

Esterilizacién de medios: Todos los medios fueron estenlizados en autoclave a

110°C durante 20 minutos a 15lb/sq de presién.

Condiciones de crecimiento
Todos los cultivos se mantuvieron a 25°C. En el caso de los medios liquidos, estos se

colocaron en agitacion a 250 (pm. Para cvitar una gran cantidad de revertantes en las muestras
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de la mutante ake25 - 21, se utilizaron colonns p(.quems como moculos h'cscos (de 3 duls) :

considerando - que las " colonias pequcms conuenen
corrcspondnemes alas celulas mutantes, mnentras que Ias ren

coloma gmnde snmnlar al de las snlvestres.

Para - evaluat la exlstencxa de cclulas rever

ceIulas en suspension se calculo : su ue

crecmnento de
: cmeucas dc [ ec: ento. Estos tiempos de duphmcnon se detcrmln
; ecuacxon de a;ustc ‘dela curva exponencial reportada por Drapery Smith (Draper ¢fal, 1981).

' a través del Uso de la

Con el ob;eto de asegurarse de la homogeneidad de la poblacién analizada de la

‘mutante‘vdtzf 21, durante el crecimiento de las células en suspension se calculé su tiempo
de duphmuon a lo largo de cinéticas de crecimiento. Ademas después de cada experimento,
se tomamn 100p! del cultivo y se realizaron diluciones 1/10,1/100 y 1/1000 con agua
dcsn!ada, de las cuales se platearon 50 ul por duplicado en cajas Petri con medio de cultivo
YPDA sélido y se incubaron durante 72 horas. Posteriotmente, se realizé la cuantificacidén de
colonias revertantes a través de un contador de colonias manual (Scienceware) mientras que el

niimero total de colonias se analiz con un contador autorndtico (COVASIAM).

Determinacién del ni de colonias con el ¢

COVASIAM
El COVASIAM consiste en un analizador de imdgenes que permite la deteccion de

colonias aprovechando las propiedades dpticas de la superficie de las colonias. Panm ello, una
lampara de halégeno ilumina de forma oblicua a la caja Petri con el objeto de producir una
imagen brillante del filamento en cada colonia. Esta imagen esti compuesta de un punto muy.
brillante rodeado de contomos mucho menos brillantes, lo cual es captado por una cimara
digital mientras que una computadora analiza la imagen y cuantifica el nimero de colonias
mediante un algoritmo que digitaliza la imagen en contomos de acuerdo a una escala de grises
(Corkidi er al, 1998). Estos contomos, que semejan un mapa topograifico, son reanalizados
para eliminar todo menos las cispides de las “montafias”, de este modo se logra la separacién
de colonias confluentes. Finalmente el niimero de colonias se muestran en una hoja de Excel

anexada al programa, realizada por el Dr. Corkidi y la Ing. Blanca Itzel Taboada.
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Determinacién de la frecuencia de reversion .

Micromanipulacién

Se tom6 una pequena asada de una coloma pequeiia y fresca de la mutanteJFSJS que

fue resuspendida en agua desnlada (de 300 a 600 pl), se agitd brevemente con un’ vortex N

(Fisher) y postedormente se coloca:on 40 ! de esta solucion a la mitad de una caja petri con
medio minimo o YPDA. Una v& sccas las muestras, se separaron células sin gema con la
ayuda de una aguja de diseccién a;usmda a un microscopio (Guthre & al, 1991). Estas células
se colocaron en espacios separados localizados en los extremos de la caja, aproximadamente
40 células por caja, para obtener colonias aisladas. Finalmente la caja se mantuvo en
incubacion a 25°C durante tres dias. El mismo procedimiento fue realizado en medio YPDA.

Obtencién de colonias, dilucién y siemb
Alolargo de 72 horas, en condiciones de asepsia se tomaron tres colonias completas

con una navaja estéril cortando el medio circundante a cada una. Las colonias fueron
colocadas en tubos de 1.5 m! (Eppendorf) con 200 ul de agua destilada estéril. Para medio
minimo, se tomaron muestras a las 30, 42, 48 y 72 horas. Mientras que para medio YPDA se
colectaron muestras a las 24, 30, 42, 48, 66 y 72 horas.

De cada muestra, se tomaron 100 ul para realizar diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 cc;n
agua destilada obteniendo un volumen final de 1ml por cada dilucién. A partir de estas
diluciones se platearon 100u! en medio minimo sélido y se incubaron el tiempo necesario, de

96 a 120 horas.

Cuantificacién del porcentaje de reversién

Finalmente, se realizd la cuantificacién de las colonias revestantes  a través del
contador manual mientras que el nimero total de colonias se determiné con el contador
automitico COVASIAM.

Para  obtener el nimero de colonias -revertantes por mililitro se utlizé la

siguiente fSrmula: (No. de colonias) (dilﬁcién) @) ()



~Cabe semlar que: se muluphco pordos consndemndo que se tomo la nutad dcl volumen =

de la muestra, post i

revertnntes pOt l"l’ll 10

No. de colonias revertantes

Total del no. de colonias

Anilisis estadistico: Prucbade T

Para determinar si existe una diferencia en el crecimiento en medio minimo y medio
YPDA se realiz una prueba T para muestras independientes, en la cual se analiz6 cada par de
muestras (medio minimo y YPDA) correspondientes a los siguientes puntos 30 hrs., 42 hrs., 48
hrs. y 72 hrs,, que son los puntos en los cuales coinciden la colecta de las muestras de medio

minimo y las ejemplares de YPDA.

Anilisis del ciclo citophsmitico
Soluciones
1. PBS pH 7.4: Se disolvieron 8 g de cloruro de sodio, 0.2 g de cloruro de potasio, 1.44
g de Na,HPO, y 24 g de KH,PO en 800 m! de agua destilada. El pH fue ajustado a2 7.4
con HCI para después aforar el volumen a un litro. Esta solucién se esterilizé en una

autoclave durante 20 minuto§ a'15lb/sq de'érésién. (Sambrook et al, 1989)

2. Formaldehido al 7.4%: Se colocaron 10 ml de formaldehido al 37% (T. Bakes) en
un tubo cénico de propileno estéril (Falcon) de 15ml y se le agregd 40 ml de PBS,
pH74.
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Estudlos de poblaciones asincrdnicas a lo largo de una cinética del ¢
"Las cepas W303a y JF337 fueron inoculadas en matraces erlenmayer de 500 ml con
- 200 ml“de medio minimo e incubadas a 25 °C durante toda la noche. Al siguiente dia, a partir
de las 16.5 horas de haberse iniciado el cultivo, se tomaron dos muestras cada hora, durante 9
_horas. Posteriormente se dejo en incubacién el cultivo y se tomd una alicuota a las 41.5 homs.
Con una de las muestras se realiz6 una dilucién 1 / 2 con agua destilada estéril para medir la
D.O 600 .., y asi obtener la curva de crecimiento de los cultivos. Mientras que la otra muestra
fue resuspendida en 500 pl de formaldehido al 7.4% (lida e al, 1984) y se almacené enun
tubo de 1.5 ml (Eppendorf) a 4°C.

Cuantificacién de las células g ynog ' en la cimara de Neubauer
Una vez fijadas las muestras con  formaldehido al 7.4% las células fueron agitadas
brevemente con un vortex e inmediatamente se separaron  utilizando un sonicador (Branson
Sonifier Cell Disruptor 200) de 8 a 10 segundos, en una snidad de pader 2. Nuevamente, se

agitaron brevemente con un vortex e inmediatamente se tomaron 9 ul de cada muestra que

fueron colocados en ambos pozos de una cimara de Neubauer (Marienfeld) para realizar el
conteo de células pemantes y no gemantes. Cabe sefialar que para obtener un estudio
representativo de la poblacion celular, se contaron 300 células por muestra, utilizando el
nimero de cuadros necesarios de Ja cimara de Neubauer. Las observaciones fueron realizadas

2 40X en un microscopio Optico (Axioscop) en campo claro (Marquez-Guzmin ed., 1985)

Para determmar el nimero de células tanto gemantes como no gemantes en un mililitro

se utilizé la s:gulent % i‘mulai

mdéS/No. de cuadros contados) X 25 X 10000 X 2

L Cén#idér&ndb ue cada pozo de la cimara de Neubauer se encuentra dividido en 25
cuadnbs de "0.04 mm de drea, lo que es equivalente a 1.0 mm’ de drea de cada pozo. Si se
torna eﬁ'éﬁcnm que cada ﬁdzo ‘tiene 0.1mm de profundidad, entonces el volumen total del
pozo. es de 1. Oymm X 0.1 mm = 0.1 mm' (Mirquez-Guzman ed., 1985). Pam espresar la

cantidad de células por mililitro se considerd que 1 ml = 1000 mm® por lo que 0.1 mm* x
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10000 = 1 ml y por Gltimo sec tomé en cuenta la dilucidn 1/2 de la muestra en el fijador, por lo

que se multiplicé por 2.

Anilisis estadistico: Anilisis de varianza

Los datos fueron sometidos a un estudio estadistico con el programa STATISTICA. Se
realizb un andlisis de varanza con el propdsito de definir si existia alguna diferencia
significativa en la proporcién de no gemantes a lo largo de la cinética del crecimiento. Para ello,
se planted como hipétesis nula que todas las muestras son iguales, mientras que en la
hipétesis altemativa se propuso lo contrano, las muestras son diferentes. Para aquellos
resultados en los cuales se rechazo la hnpotesxs nula, se llevd a cabo una comparacién de
medias post - boc, denommada pmeba de Tukey HSD, con un intervalo de confianza de 0.01,
para canocer cudles eran las muestras que diferian entre si. Esta misma prueba se realiz6 con

las células gemantes.

Asimismo, se determind si existia una diferencia significativa entre la proporcién de
gemantes y no gemantes en cada punto de la cinética de crecimiento a través una prueba

pareada T (Pagano ef al, 2001), con un intetvalo de confianza de 0.01.

Anilisis del ciclo cromosomal
Soluciones
e Factor @ 1 mg / ml: 1 mg de la hormona de apareamiento (SIGMA) se disolvib en
1ml de alcohol etilico absoluto anhidro (J.T. Baker) y se almacené a —20°C.

* Citrato de Sodio 0.1 MpH 7: Se disolvieron 2.941 g de citrato de sodio dihidratado
el volumen a 100 ml.

granular (J.T. Baker) en agua destilada, posteriormente se aju

* Citrato de Sodio 50 mM pH 7: Se tomaron 50 ml de la sbmcian de citrato de sodio
0.1 M pH7 y se agregaron 50 ml de agua destilada. | R

* Cloruro de Sodio 0.1 M: Primero se hizo una solucién concentrada 5 M, para ello se

disolvieron 2.922 g de cloruro de sodio en 8 m! de zigua destilada. Una vez disuelto, se
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.njuété el volumcn a 10 ml 'y se cskerilizé en una autoclave A partir de esta solucién
concentrada, ‘sc. tomaron .20, pl que se dnsolvleron cn 1 ml de agua destilada para

obtener una concenmcnon de 0.t M

e Azida de Sodio 2 %: Se disolvieron. 0.2 g de azida de SOdIO (SIGMA) en agua

destilada, postetiormente se ajusté el volumen a 10 ml.

e Yoduro de propidio 1 mg/ml: Se disolvieron 10 mg de yoduro de propidio en agua,
después se agregaron 45 pl de azida de sodio al 2 % y se ajustd el volumen a un
mililitro. A partir de esta solucidn concentrada se preparS una soluciéon de 1 mg/ml,
para ello se colocaron 100 pl de la solucién de yoduro de propidio en un tubo
eppendorff de 1.5 ml  y se ajusté el volumen a 1 ml con agua tetradestilada y
filtrada. Ambas soluciones fueron almacenadas a 4 °C.

e Tris HCI 10 mM, pH 7: Se disolvieron 0.012 g de Tris, ultra puro (Research
Orpganics) en agua destilada, se ajusté el pH a 7 con HCl y finalmente se ajusté el
volumen a 100 ml.

e RNAsa pancreitica libre de DNAsa 20 pg/ml: A partic de una solucién
concentrada 10 mg/mi se disolvieron 10 ul en 990 !l de agua destilada, para obtener

una concentracion final de 100 pg/ml, posteriormente se separd en alicuotas de 50 ul
en tubos de 1.5 ml (Eppendorf) que se dejaron hervir en bafio matria durante 30

minutos y se dejaron enfriar para finalmente almacenarlas a ~20°C.

e Solucién de tincién: En tubos cénicoé de propileno estériles (Falcon) se mezclaron
las siguientes soluciones: 10 ml de cntrato de SOdIO 0.1 M, pH 7, 40 ul de cloruro de
sodio 5M, 20 pl * de Nonidet P40, 320}

de yodum de propidio 1 mg / ml.

Finalmente se ajustd el volumen a 2Q -milili on a agua tetradestilada y filtrada.

2 posteriormente esta concentracién fue cambisdaa 100 pl -
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* Solucié de mantenimiento: Se realizé ‘el mismo procedimiento que ‘en I
preparacién de la solucién de tincidn, la tnica diferencia es que no sele égregé yoduro -
depropidio. : : ;o

e EDTA 10 mM: Se disolvieron 0.372 g en agua destilada, se ajusté el pH a 8 con perlas :
de NaOH y se agregd el agua suficiente para obtener un volumen de 100ml. -Se -
esterilizé a 120°C durante 20 minutos a 15lb/sq de presién. i

Filtracién de las soluciones y los medios .
Cabe sefialar que para evitar la presencia de particulas que pudieran tefiirse con el

yoduro de propidio, como se observd en estudios previos, todos los medios liquidos (la
solucién de tincién y la solucién de almacenamiento, asi como el citrato de sodio 0.1 M pH7)
fueron filtrados al vacio utilizando papel filtro de nitrocelulosa con poros de 0.2 um. (tipo
GS, Millipore)

Establecimicnto de cultivos sincréni conlah de ap i

En un anilisis previo, se estudiaron varas concentraciones de factor a (1ug /ml,
3ug /mly Sug /mi) para el arresto de las cepas W303a y JF337. Se observd que habia una
mayor cantidad de células atrestadas con 5pg /ml de factor & en un menor tiempo. Por lo que
en esta investigacion se decidi6 partir de esta concentracién de hormona de apareamiento para

determinar el tiempo de arresto del mayor nimero de células de levadura.

A partir de una caja de tres dias de incubacién se tomaron colonias aisladas de las cepas
W303a y JF337 que fueron lnoculadas en 200 ml de medio minimo filtrado y se dejaron
‘ <) el | umeto de colomas necesario para obtener una D.O. eco
nm de 0.01 para la cepa JF337. Esta D.O. se
és de la ecuacién Ci Vi = Cf Vf (concentracién

creciendo toda la noche Se t'

inicial X volumen in raci6 ﬁnal x volumen final). Para obtener la concentracién

iﬁidél s di;olvie'ro las colonias colectadas en agua destilada estéril y se midié la densidad

: opnca Una v& que se calculd el volumen final, éste se agreg6 al medio de cultivo.
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Um vez 1lc1nz.1d.| I.l r.m. logammnm media, con una D.O. sco nm de 0.4-0.45,  se

tomé um muestra dc 500 pl que Fuc fij ]nda en un volumen equnvalente de formaldehido al

se establecxcmn cbn base en el iempo de duplicacién de cada cepa.

- Como ya se ha descrito, para determinar el iempo de arresto de la mayor cantidad de
células, se realizd un anilisis de varianza y una prueba de Tukey HSD, con un intervalo de
confianza de 0.01, a través del programa STATISTICA.

Fijacién de muestras para cuantificar ¢l DNA

Una vez obtenidos los cultivos sincronizados, se fijo una muestra de 500 ul con
1.166 m! de etanol anhidro al 100% (J.T. Baker), sustancia que ademis se encarga de
permeabilizar a las células (Fantes ef a/, 1993). El cultivo restante se dejé incubando a 25°C en
agitacién tomando alicuotas a los 90, 120, 135, 150, 165, 180, 195, 210, 225, 240, 270 y
300minutos para la mutante (JF337) y 90, 120, 135, 150, 165 y 180 minutos para la cepa
silvestre (W303a). Una vez fijadas las muestras, se almacenaron a 4°C.

Tincién del DNA

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos en una microcentrifuga
(eppendort), se quitd el sobrenadante de cada muestra y se les agregaron 500 pl de citrato de
sodio 50 mM, pH 7. Este procedimiento de lavado se repitid tres veces, finalmente las

muestras fueron resuspendidas en 500 pl de esta solucidn.
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A cada _mucstra,  s¢ “le agrc.go 125 pl de RNAsa y se. mcubo baiio Man.l a 37°C
durante 1 hora para chmmar cl RNA contcmdo en las cclulas y asi evitar que se tma ‘esta’

molecula con el yoduro de propxdlo Dcspues de ‘este lapso, las muestras se centnfugaron a.

3500 pm / 5 min, Se decantd el sobrenadante y se adicionaron 500 ul de- Buffct de T r cnon i
con yoduro de propidio el cual se intercala en la doble hélice de DNA. Una vez tcmdo d DNA; :

de las células, las muestras se almacenaron a 4°C (Morano et a/, 1999 [modxﬁcado])

Prucbas de disgregacién

Para evitar la formacién de artefactos en el citbmetro de flujo debido a que las células
forman pequedias cadenas o grupos de células que no se separan ficilmente cuando estin en la
solucién de tincién o en la de almacenamiento, se realizaron pruebas en diferentes

condiciones para separar a la mayor cantidad de células.

Con este propésito, se prepararon seis muestras de 1ml cada una, de células en fase
logaritmica (D.O. eonm 4.0) que contenian aproximadamente 2 X 107 células por mililitroy  se

colocaron en tubos de 5ml (Culture Tubes 12 x 25mm, VWR Scientific) y se cealizaron las

siguientes pruebas:

Moucstra Condiciones

Al 500 pl de ia solucion de ak i con 11}/ml de Nonidet® y se emph 8 segundos de
sonicacién.

A2 500 ul de l.l VL i6n de al i con 14l/ml! de Nonidet. Se agregaron 500 pl de EDTA
10mM y s aplic 8 segundos de sonicaci :

1500 ul de la solucidn de almacenamiento con 5ul/ml de Nonidet y se administraron 12 ugundo

c h loluuén de almacenamiento con 5pl/ml de Nonidet. Sc agregaron 500 ptl de EDTA

splicaron 12 segundos de
solucidn de al i con 5ul/ml de Nonidet y se agregaron 500u.lde EDTA
‘ se emplearon 15 segundos de sonicacid
: SOOMI dchnlucaon de almacenamicnto con 5ul/mi de Nonidet. P ¥ ¢ agreg: 500
DTA!OmM yh fue ida a 15 segundos de sonicacién dejando reposar 15

ugundos mis, npmcndo esto 3 veces.

3 El Nonidet es un délérgeﬂiq en este caso es utilizado paru separar a las células de levadura.
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Las muestras fueron analizadas a través del citometro de tlujo y en el microscopio

6ptico a 40X en campo claro.

Disgregacién de las m

Una vez establecido que la muestra A6 presenta la mayor cantidad de células
disgregadas, las muestras fueron preparadas conforme a esta condicion. Posteriormente, se
observd que las lecturas de las muestras en el citémetro de flujo mejoraban notablemente al
agregar de 1.5 a 2.5 m! mas de EDTA 10 mM; el cual actiia sobre los iones divalentes
asociados a las células que causan los agregados celulares (Fantes ¢f g/, 1993).

Programas y citémetro de flujo

El programa utilizado para capturar los datos de las muestras fue Cell Quest TM y el
citémetro de flujo fue FACScan™, ambos de Becton Dickinson. Mientras que para el anlisis
y presentacion de los datos se utiliz6 el programa WinMDI de Joseph Trotter.
(http://facs.scopps.edu/software htmi).

Parimetros utilizados en el citdmetro de flujo
En este estudio se analizaron 10,000 células por cada muestra y se ajustaron los
detectores y amplificadores del voltaje y los valores de compensacién (ver tabla 1 y 2 del

anexo)

Cabe mencionar que la compensacién sirve para remover la fluorescencia que no
corresponde al canal de lectura. La fluorescencia del yoduro de propidio es roja y puede emitit
otro rango de fluorescencia. Esto. puede afectar la medicion de la fluorescencia y en
consecuencia, la cuantificacién de DNA. Para evitar una medicion errénea de la fluorescencia
se deben ajustar los detectores y amplificadores de voltje, asi como los valores de
compensacion con el objeto de restarde a la fluorescencia total el rango de fluorescencia

diferente al esperado.
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RESULTADOS

Determinacién de la frec ia de reversién

Dado que las observaciones preliminares no sistematizadas del laboratorio sugerian
una diferencia en la cantidad de revertantes dependiente del medio de cultivo, se decidio
analizar este fenémeno en medio minimo y en medio YPDA. Con el objeto de definir la
frecuencia de reversion de forma sistematizada, se utilizaron colonias completas cada una
proveniente de una sola célula no gemante de tamafio relativamente pequefio (ver materiales y
métodos). Este andlisis se realizG con tres repeticiones por cada muestra, resuspendiendo
cada colonia- en el menor volumen posible de agua destilada (200 pl). Con el objeto de obtener

muestras representativas se plated el volumen total de cada dilucién de cada muestra.

La frecuencia de reversién, tanto en medio minimo como en medio YPDA, presenta
un comportamiento diferente en cada colonia. Por ejemplo, en medio rico se presentan varios
eventos de reversién con un frecuencia que fluchia entre 0 hasta 1.97x107? (tabla 1).

Asimismo en medio minimo la frecuencia de reversién variade 0a 7.251x10™ (tabla 2).

Para determinar si existia una diferencia en el crecimiento de la cepa mutante en ambos
tipos de medio (YPDA y medio minimo) que pudiera influir en la velocidad de crecimiento de
las revertantes respecto a las células mutantes, se realizG una prueba T para muestras
independientes en los siguientes tiempos: 30, 42, 48 y 72 horas. En estos tiempos coinciden
las muestras de ambos tipos de medio (ver anexo 2). Los resultados de este andlisis estadistico
indican que no existe una diferencia significativa en cada par de muestras analizadas. Por lo que
se sugiere que el crecimiento en medio sdlido, durante los primeros 3 dias, es similar tanto en
medio YPDA como en medio minimo. Por ende, el tipo de medio utilizado en este

experimento no influye en la frecuencia de reversion.

Sin embargo, - se sabe que ambas cepas, W303a y JF337, presentan un crecimiento
mas lento en medio minimo que en’ medio YI}’D’A,‘tanto en medio sélido como en medio
liquido. De Hggho el tiempo de dupliw&én ﬁarﬁ las cepa mutantes ade25 -21, JF335 yJE337),
asi como para la cépﬁ silvestre (W303a), en medio minimo es casi el doble que en medio rico
(YPDA), respectivamente. Taﬁ\l;)ién se ha observado que en medio minimo la frecuencia de

reversién es menor que en medio YPDA. Por lo que se requiere de un estudio mas detallado y
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con una mayor cantidad de muestras para determinar si existe una diferencia significativa entre
los ticmpos de crecimiento tanto en medio minimo como en medio rico. Asi como para

determinar la frecuencia de reversion en la cepa ade25 - 21.

Tiempo Niimero de Nimero de céhulas - Frecuencia de revermidn de
oras) julas mutantes UFC / mli revertantes UFC/ml | _  colomia chicaagramde |
151 0o 0
b 85 -0 0
ND - ND ND
w2 | 3 - 0019758
30 162 ~ o 0
ND ND ND
1815 [+] . o]
42 B 2460 o o
S 480 ] ]
9680 100 0.010352
48 24% 0 o
108615 ] 1]
) 57 500 2] o
b 158 700 10 0.000083
68 800 o0 0.000875
235700 20 0.00
2 280800 o 000
458 500 0.000088
Tabla 1. Cmelx:ndemommbenmedloYPDA en Ia cual se Ias tres repetici de cada
muestrs, cxia una con las unid d de coloni; (UFC) pormililitro de las mutantes, asi como de las
rev pondi y la fi ia de 36 1 chica a grande de cada repeticién. ND =
P nod inadas debido a_que estab d
Tiempo Numero de Nimero de céhulne Frecueacia de reversiéa de
ras) Clulas mutantes UFC revertantes UFC / mi colonia chica a gramde
ND ND ND
b 8778 o 0.00
50 [+] 0.00
1200 [+] 0.00
42 980 o 0.00
ND ND ND
5840 ] 0.00
48 23700 10 0000422
7958 [¢] 0.00
227 S0 165 0.00072%
72 150 900 o 000
225 500 ] 0.00
Tabla 2. Cinética de crecimiento en medio minimo en la cual se las tres repetick de cada
cada una con las unidades fc d de coloniss (UFC) por mililitro de las mutantes, asi como de las
revertantes spondi ylafi ia de reversién del fenotipo de cobonia chica a grande de cada
peticion, ND = repetici no d inadas debido a que estaban contaminadas.
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Analisis del ciclo celular : , _
Con la finalidad de determinar las posxblcs altencxones cn el cxclo celular de fa cepa

mutante 2521 que le confieren el fenotipo de crecimiento lemo, se analxzo el cidlo celular.

de esta cepa a nivel del ciclo citoplasmatico y del ciclo cromosomal.

Andlisis del ciclo citoplasmdtico -

Para estudiar el ciclo citoplasmitico que mvolucm la ‘f i6n° de la gema se

compararon los porcentajes de células gemantes y no gemantcs con los de la cepa silvestre
W303a. Se utilizaron cultivos liquidos iniciados a una ID.O. eo nm -de 0.04 que se incubaron a
25 °C, durante 41.5 horas hasta la fase postdiduxica. Posteriormente se comparé el proceso
de gemacién de ambas cepas a lo largo de la cinética del crecimiento a través de un anilisis

estadistico.

Para saber si existia alguna alteracién en la proporcion de no gemantes a lo largo de la
curva de crecimiento se comparé la proporcidn de células no gemantes en cada punto de la

curva de crecimiento de cada cepa.

Para saber si la proporcion de células no gemantes y gemantes difieren
significativamente entre si en cada muestra, se realizé la comparacién de la proporcién de

ambos grupos celulares en cada punto de la curva de crecimiento de las cepas: W303a y JF337.

Los rcsultados pama la cepa silvestre indican que la proporcién de células no gemantes
~alo L'ugo dela curva del c:ec:m:ento oscnlo alrededor del 50%, excepto en el tiltimo punto,

En este ulnmo punto, correspondiente a la fase postdmuxnca, se
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El 'lmlms de varianza sol.lmcnu. indica si cxnste una diferencia sngmhcanw 0 no entre

las muestras, sin seml 1 CLl'llCS son las mucstms que dlﬁercn En cambao la prueba de Tukey.

HSD compara cada muestm con las muestms restantes y detenmna sx e_xnste una dnferencna

entre cada’ par de m stms compnradas mostmndo cua]es son las Y uescras que dnf eren entre.

80
5
a.
2
%
7
.
] 7 CaNe
026 044 056 072 087 194 121 120 1589 eao
D.0. caaem
Grifica 1. Porcentaje de células no g NGy (G) alo largo de una cinética de

crecimicnto de la cepa silvestre, W303a. Cada muestra representa el promedio de 3 eventos
independientes. Los valores en células por mililitro se pueden observar en la tabla 2.

células / mi Porcentajes
D.O g0 nm NG G NG G
028 3.61X10" 2564X10" 316 X10° 2316 X10° 53 128 47 25
044 S48 X107 2521 X0° 412X10" 2367 X10° 57 5 49 14
F‘TTWW $5.16 X10° 57 20 a3 14
0.72 930 X10" 23.88 X10° 754 X10° 2412 X10° 55 22 45 22
0.87 1.06X10" 17.64 X10° 832 X0 354 X10° 56 24 44 22
114 133X10 21,08 X107 123X100 1601 X10° 52 24 @ 12
121 135 X107 594 X10° 120X107 19.88 X10° 53 22 47 24
126 159X107 ¢881 X10° 1.42X107 £1.08 X107 53 13 47 24
151 230X10° 2180 X10" 994 X10" £7.28 X10° 70 25 30 22

Tabla 3 Cantidad de celulns por mililitro de no gemantes (NG) y gemantes (G) asi como los
de la cepa silvestre, W303a. Todos los valores incluyen la desvisddn

F
cslnndar.
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028 0494 0.58 072 087 1449 1.21 1.20 181

DO. g5

Grafica 2. Curva de crecimicnto de la ccpa W303a. En esta gréfica se la idad de cétul

totales por mililitro en las horas especificadas, Tiempo de duplicacién: 2,18 hrs

A través de una prueba de T se compararon las proporciones de células no gemantes y
gemantes de cada punto de la cinética de crecimiento para determinar si existia una diferencia
entre ambos tipos celulares (ver anexo 2). A través de este analisis estadistico se demostré que
solamente existe una diferencia significativa entre la proporcion de células gemantes y no
gemantes en dos puntos de la curva de crecimiento: en la muestra con una D.O soonm de 0.72
y durante la fase postdiduxica (ID.O e00 nn 1.51). Los resultados indican que, en general las

proporciones de células gemantes y no gemantes son similares durante la fase exponencial.

El estudio de la cinética de crecimiento de la cepa mutante  JF337 mostrd claramente
que a lo largo de toda la curva de crecimiento  1a poblacidn de células no gemantes fue mayor
que la poblacién con gema (ver grifica 3 y tabla 4). Estos resultados se confirmaron a través

de una prueba paréac!a T (ver anexo 3).

AI comparar Ia proporcion de células sin gema de todas las muestras a lo largo de Ia

T curva de crec nuento, a través del analisis de la prueba de Tukey HSD, se determiné que no

‘ r’exlste ‘una dlfefmcna significativa en la proporcion de células no gemantes durante la fase
) exponencxal Ia cual oscilé alrededor del 70 % de la poblacién. Durante la fase postdiduxica,

esta proporcién  incrementa significativamente hasta el 90%. De forma aniloga, h
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proporcion . de cclul.ls gemantes se mantuvo 'nlrcdcdor del 20% a'lo largo ‘de la-curva de

crcc:mlento excepto en h fase postdn

Porcentaje

034

Grifica 3. Porcentsje de células na
crecimiento de la cepa mutante JF337. Cade

04 o47
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0.0 wwen
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uxica en la cual dlsmmuyo 1] 10 % de la pobhc:on.

1 Ne
e o

(G) n lo largo de una cinética de
el

"

de 3 eventos

independientes. Los valores en células por miliitro pueden observarse en Ia tabls 3,

D.O. w0 células / mil Porcentajes
nm NG G NG G
034 419XT0" 2361 X100 754 X10" 35.00 X10° 73 1 27 2
04 473XI0 23.40 X10° 171 X0 22,77 X100 73 25 27 24
0.47 EB4X1T £4.04 X1G° 176 X10° 28.72 X105 77 25 23 21
0.54 6.93X10° 2270X10° | 2.14X10" 2529 X10° 76 13 24 21
06 BI5X10° 2525 X10° | 276 X10° £3.18 X10' 72 25 28 23
6.77 968 X10° 26.25 X10° 272X10" £3.01 X10° 78 25 2 22
0.84 1.12X10" 24.16 X10° 280 X10" £1.00 Xi0° 80 23 20 =1
051 1732X10 6.5 X10° I08X10° 22.75 X10° 81 24 Y]
154 226 X100 £1.84 X10° 150X10° $5.83 X10° CBES) 6 22

Tabla 4. Cantidad de c¢hilas por mililitro de no gemantes (NG) y gemantes (G) asi como los porcentajes
correspondientes de la cepa mutante JF337. Todos los valores incluyen Is desviscion estindar.
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Grifica 5. Cinética de erecimiento de la cepa JF337. En esta grifica se muestra la cantidad de células
totales por mililitro en las horas especificadas. Tiempo de duplicacién: 3.5 hrs

Estos resultados indican que el ciclo celular de la cepa mutante JF337 esti alterado, lo
que explica su lento crecimiento (Ver grificas 2 y 5). Considerando que la formacion de la
gema ocurre justo después del punto de inicio (Murray et a4, 1993), durante la fase G1y que la
cepa mutante presenta caracteristicas propias de la fase estacionaria: una alea termotolerancia,
Ia presencia de una pared celular gruesa y una alta acumulacién de glucégeno (Folch-Mallol e2
al, 1999) se plantearon dos modelos. El primero sostiene que la mayor parte de las células se
arrestan en GO y solamente una pequefia cantidad de células se divide, permitiendo que las
células posean un lento crecimiento y las caracteristicas de fase estacionaria ya mencionadas. El
segundo modelo plantea que todas las células tienen una fase G1 mas prolongada, durante la
cual las células muestran algunas camcteristicas similares a las de las células en fase estacionaria.
Para dilucidar cudl de los dos modelos es correcto se llevé a cabo un estudio del ciclo

cromosomal.

Andlisis del ciclo cromosomal
El estudio del ciclo cromosomal puede facilitarse si las células tienen un ciclo celular

sincronizado (Murray e al, 1993). Con esta finalidad se decidié utilizar la hormona de
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apareamiento, faLtor a, para arrestar a las células de la cepa mutante r(/r25 21 0F337) en
una erapa temprana de Ia fase G1.

Determinacién del tiempo de arresto de los cultivos con factor a

Para definir el iempo de arresto se tomaron  alicuotas a partir de cultivos en fase
Iogatitmiéa, D. O. 8o nm 40 — 4. 5, que fueron arrestadas con 5 pug / ml de factor a.
PoSt‘érid:rhcr‘\{tic‘las muestras fueron fijadas y se determind la cantidad de células con gema y sin

'gcrﬁg en la cimara de Neubauer (ver materiales y métodos).

s Alos 150 minutos de haber agregado la hormona de apareamiento a en la cepa silvestre
y una mayot cantidad de células arrestadas en G1, aproximadamente el 92% (ver

- gmﬁca 6 y tnbla 5) El anilisis de varianza, con un intervalo de confianza del 0.01 (ver anexo 4),

mdlco que la proporcidén de no gemantes a los 150 minutos y a los 120 minutos es diferente.
“En camb:_o, al comparar la muestra de 150 minutos con la muestra de 180 minutos se observo
cjuc a pesar del rdpido incremento en la cantidad de células gemantes, del 3% al 12 %, este
“aumento no es significativo. Con base a estos resultados se definié que el mejor tiempo de

arresto para la cepa silvestre con 5 ul / ml de factor a es de 150 minutos.

En la cepa mutante JF337 la cantidad de células no gemantes aumentd ripidamente
cuando se agregé la feromona de apareamiento (ver grifica 7 y tabla 6). Sin embargo, la mayor
proporcion de células no gemantes, el 98%, se obtuvo hasta los 240 minutos de haber
agregado la hormona de apareamiento. Cabe mencionar que el anilisis de varianza indic6 una
diferencia significativa en la cantidad de no gemantes entre los 210 y los 240 minutos. En
cambio, entre los 240 minutos y los 270 minutos, la disminucién de no gemantes no fue
significativa (ver anexo 5). Con base a estos resultados, se determiné que el mejor tiempo de

arresto para la cepa la cepa mutante es de 240 minutos.
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Grifica 6, Porcentaje de células no gemantes (NG) y gemantes (G) s lo largo de una cinética de srresto

con factor & de Ia cepa silvestre WJOS. Los wvalores di ala idad de células por
mililitro de g ynog hubh4
Cada p el, i d¢3 ntos indep
Tiempo células / ml Porcentajes
(minutos)| NG G NG G
0 SASXI0" 24.08 X10" | 527 X10' 23.16 X10' 51 14 49 13
80 T4EX10 2156 X10 | 585X10° 2391 X10° 71 18 % 22
105 1.84 X107 2349 X10" 377 X16" 21.54 X10" 83 $18 17 27
120 2.32X107 23.16 X107 305X10° $6.50 X10° 88 212 12 22
150 207 X107 £1.26 X10° 180 X10" 3.2 X10" 92 16 8 21
180 201X107 21.82X10" | 247 X107 2711 X10° 89 27 11 23
Tabla 5. Cantidad de celulas por mililitro de no NG) yp (G}, asi como los
cc p de la cepa sil W303a. Todos los valores incluyen la desviacién

estindar,
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Grifics 7, Porcentaje de células no gemantes (NG) y gemmm (G) 1 lo largo de una cinética de arresto

con factor a de Ia mutante JF337. Los valores ala cantidad de células por miliitro de
gemantes (G) y no gemantes (NG) sc encuentran en Ia tabls 5.
Cada elp fio de 3 eventos independientes.
Tiempo células / mi Porcentajes
(mi ) NG G NG G
© 6.08XI0" 2191 XT0' | 248 X10° 23.27 X10" 7 » 24
[:4] 8.76 X10" 567 X10° 154x10" 2010 X10° a5 10 13 2%
120 1.04 X10” 24.10 X1 12216 2107 X10° 20 24 10 FY
150 9.83X10° 2128 X10° 1.3 X10" 2250 X10° 88 211 12 22
180 TOTXI0 $407 X10° | 1.00X10° 22308 X10° o1 4 CIREE™.
210 1.14X10° 2581 X107 | 656 XI0° 21.71 X10" CREES Y
240 121X10" 2231 X10% 287 X10° $667 X10" 98 12 2 Y/
T2 [ 112X10 674X | 344Xi0° B0 X1 57 % 31
300 9,08 XTO" £1.18 X10" 1.30X10" 88 X107 87 a1 13 21
Tabla 6. Cantidad de celulu por miliro de no B (NG) yg (G), asi como y los
jes corresy de la ccpa mutante JF337. Todos los valores incluyen la desviscién

estindar,

=~ Una vez determinado el tiempo adecuado de arresto del mayor nimero de células,
tanto en la cepa mutante como en la silvestre, se llevé a cabo el analisis del ciclo cromosomal

. de ambas cepas.
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Cuantificacién dcl DNA en nel cmimetm de ﬂu;o
El c:tometro dc ﬂulo cons:sre en un sistema que permite el paso de una sola cclula ala

vez a través dc una comente que pasa a través de un fino tubo capilar. Al pasar una célula a

: Aemente de un liser, parte de la luz es absorbida por la célula,

través dc un haz de luz pr
reﬂe;ada La refraccxon yla reflexion de la luz permiten determinar la

dlfractada refxacmda
. estructum celular ‘mientra qﬁe la dxfmccnon pecmite definir el mamaiio celular. Si previamente
con algun agentc ﬂuorescente como ¢l yoduro de propidio capaz de
mtercalarse cl 'c1tometro de: ﬂu;o cuantifica la cantidad de DNA de cada célula

penmnendo el anahsns ‘del ciclo cromosomal de una muestra.

. El estudio del DNA a través del citbmetro de flujo considera que la cantidad de
DNA es directamente proporcional a la cantidad de fluorescencia por cada célula, por lo que
este aparato puede distinguir a las células haploides o en fase de transicién GO / Gly a las
diploides o en fase de transicibn G2/M, asi como a las células en un estado de ploidia
intermedio (en fase S). Sin embargo, la fase S de las células de levadura del pan es dificil de
detectar  debido a su corta duracién (Lew ¢ af, 1997), por lo que no se considerd en este

estudio.

El estudio del ciclo cromosomal se realizd a partic de cultivos sincronizados cuyas
células se habian detenido en la fase G1 por medio del factor o y posteriormente fueron
liberados del arresto. A trévés de . un citdmetro de flujo se examind la proporcidn de células
haploides o en la fase de transicién G0/G1 asi como la proporcién de células en la etapa
diploide o fase de tmr{si;:iéﬁ M / G2 (véase materiales y métodos). 4

Los rcsultados del anallsxs en el citémetro de ﬂu;o de la cepa snlvestre, W303
- indicaron que al r \ er del medio la hormona de aparearmenro dlsmmuye el | porcenra;e de
- las células. en ﬁxse de transnc:on GO/ Gl (ver figuma 1, tabla 7) En contraste, el porcentaje de

(_las celulas en Fase de transicion M /G2 se mcremento El punto en el cualla proporcién de las

- células de ambas fases es aproximadamente el 50% se alcanz6 ' 'a los 75 minutos. La cantidad
: de celulas en la Fase dc transicién GO '/ G1 continud dlsmmuyendo hasta los 120 minutos, de
maner‘; reciproca, la maxima proporcién de ‘células en G2'/ M se alcanzé a los 120 minutos,

tiempo que corresponde al tiempo de duplicacién.
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Enla cepa mumntcﬂ‘ 337 h proporcnon de células en la fase GO / G1 llego al 90% :
dcb:do ala adncnon d el hctor a (ver fgura 2, mbla 8) La proporcnon de celul.:s en I1 ﬁse GO /

mdxmn la 'ex . c:a de una altemc:on en el ciclo celular que le confiere a la cepa mutante

JF337 su fcnoupo de crecu'mento lento
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L]

g Figura 1, Anilisis del DNA de la cepa silvestre W303a. El pico de In izquicrda

o A representa a las céhulas  en la fase GO/G1 micentras que el pico de Ia derecha
C aa 2 muestra a las células en fase G2/M

180 mimstos
Tiempo % No. de células
(minutos) GO/ Gt M/G2
Céiidas o arroatar 60218 rFY]
Céiulas srrestadas B84 20 16 23
30 74 218 28 24
60 63 214 37 46
75° 49 211 5127
80 40 18 60 £8
T06° E-Y) CF]
1507 24 6815
N 180* 43 £12 57 48

Tabla 6. Cuantificacién de la proporcién de las células haploides correspondientes a la fase GO/G1 y las células
diploides correspondicntes a la fase M/ G2 dela cepa silvestre, W303a. Estos datos corresponden a los
mostrados en la figuea 1.

* Muestrus liberudas del arresto
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§' okt M g' ookt a2 § ki Ha g ki e
(=] o o o
0 2a 390 O aa 30 o 0 0 240

2.4 FL2-A
Céhulas sin arrestar Células arrestadas 90 mimtos 120 ramatos
3 2 2 2
§'takxnkz ] okt W o | e . | o Ha
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o flza 240 o 2.4 240 0 n2a 240 0 n2a 240
135 mimtos 150 mimitos 165 misatos 180 mirutos
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195 mimtos 210 mimatos 225 mimtos 240 miraatos
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§ okt M § ki v
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FL2-A FL2-A
270 mimitos 300 mimstos

Figura 2. Anilisis de] DNA de la cepa mutante ak25-21, JF337. El pico de Ia izquicrda representa 1
las células en la fase GO/G1 mientras que ¢l pico de Ia derecha muestra a las células en fase G2/M
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Tiempo % No. de células
(minutos) Go/ Gl M/ G2
ICéiwlas sin arrestar 87 £13 3415
ICélulas arrestadas 90 £19 10 £2
90 92 £19 EEL
120¢ 80 £18 203
135 67 214 3324
150* 59 £13 4115
165* 52 x10 48 38
180* 50 10 50 16
196* §2 212 48 16
210° 61218 39 25
225° 48 18 52 19
240" 68 218 32 14
27n 67 216 A3 24
. 300* 59 £13 4115
‘Tabla 8. Cuantificacién de la proporcién de las células haploides correspondientes a la fase G0/G1 y las células
diploides correspondientes a la fase M/G2. Cepa mutante, JF337. Estos resultad ponden s los .

enls figura 2. "
* Muestras liberadas del arresto

DISCUSION
Determinacion de la frecuencia de reversién

Considerando que el fenotipo de colonia pequeiia de la mutante ade25 - 271 puede
revertir  adquiriendo un tamafio de colonia similar al de la cepa silvestre (Casas, 1998) se

realizé un anilisis de la frecuencia de reversién de este fenotipo.

En un estudio antcnor, _realizado por Casas — Flores (1998) se detemno que la
frecuencia de reversnon dela cepa mutante ScIBT2, de la cual prov:ene la mutante wde25-21, es

de 7x10°, un porcenm;e consxderablemente mayor al fenémeno de rcversnon esponmnea que

ha sndo repormdo; 1x10 "a 1x10°. - El anilisis realizado por Casas fue un estudlo cuantitativo

eno en culuvos en fase logaritmica, con una D.O e o enm: 04— 0.6yen

* medio YPD Las colomas analizadas se obtuvieron con una asa m:crob:ologrca lo cual no es
una forma adecuada para tomar muestras homogeéneas, por lo que se decidié modificar la

estrategﬂ expenmennl

.
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I2n este estudio se  utilizaron colonias completas crecidas a partir de una sola célula
por medio de micromanipulacién. Se analiz6 la tasa de reversion durante el crecimiento de
cada colonia. Para esto, las colonias fucron recortadas del medio circundante a cada una de
cllas resuspcndiéndose en el menor volumen posible de agua destilada estéril. Las diluciones
obtenidas a partir de estzis rﬁuestras fueron plateadas por completo. Dado que se habia
observado una dlferencxa en la cantidad de revertantes obtenida en mcdlo minimo y en medio

YPDA, se decndxo anahznr este fenomeno en ambos medios con mayor precnslon

en cada éoloh

frecuencm que

.indicada ‘por . Casas-Flores:

X 1_0’ En mmbno, la frecuencia de
‘25 X 10" indicando una frecuencia de

teVCl'leﬂ mayor:a

or Casas — Flores como en este estudio.

.Los resultados’. del presente trabajo sug:eren que en ' medio sdlido el tiempo el tiempo

de dupllcamo de la cep: JF337.esun poco mis largo en medio minimo pero no se duplica en

relacxon al ucmpo ‘ culuvos liquidos.

Valdna la pena repcur este experimento con mas muestras y tener un mejor cuidado en
Ia mampulacmn de Ia cepa ‘ya que uno de los problemas presentes en este estudio fue la
contarninacién de las muestras, Ademds seria mds cotrecto colectar las muestras en tiempos

equivalentes para ambos Gpos de medio.

Andlisis del c‘icblov’celu]akr

Como ya se ha mencionado, la mutante a25-21  codifica una proteina Cdc25

truncada a la cual le falmn 612 ammoacxdos en el extremo carboxilo terminal, donde reside el

domtmo catalmco Entrc ottas camctenstlcas, esta mutante presenta un uempo de duphmcnon

explnque la larga dum on del uempo de duphmczon Para ello se analizaron dos de los tres
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ciclos . incluidos -en ¢l proccso de divisién u.lul.lr de la levadura - del pan: ¢l ciclo
cntopl—mmanco, quc consnste cn la form1c-on dc h gema, 'y el cu.lo cromowm1l en el cual se

duplican y se scp'lrm los cromosomas (Lcw et al, 1997)

" Andlisis del ciclo éfloﬁlasméu'c‘o
A realizar el estudio del ciclo citoplasmdtico de la cepa mutante adr25 -21 (JF337) se
oBsefvé que apk'oximadahcnte €l 70% de las células se mantenian en un estado no gemante a
lo largo de la curva de crecimiento. Mientras que Ia cepa silvestre presenta un porcentaje de
células no gemantes del 50%. En ambas cepas la cantidad de células sin gema se incrementa
en un 20% durante la fase postdiduxica, alcanzando la cepa JF337 el 90% y la cepa W303a el
70%. Estos resultados indican que la proporcion de células mutantes en estado no gemante

es mayor a lo largo de toda la curva del crecimiento que la de la cepa silvestre.

Se han sugerido dos modelos para explicar el lento crecimiento de la cepa JF337
considerando c.;ue la gema se forma después de pasar el punto de inicio (Murray ez al, 1993) y
las caracteristicas de fase estacionaria que presenta: una alta termotolerancia, una pared
celular gruesa y una alta acumulacién de glucégeno (Folch-Mallol es al, 1999). El primero
considera que una parte de la poblacion se encuentra arrestada en GO, periodo en ef cual no
hay proliferacién celular(Wemer — Washbume ez a/, 1993). Esto implicaria que las células en la
fase GO son las que le confieren a la cepa sus caracteristicas de fase estacionaria; mientras que
las células restantes siguen dividiéndose durante todo el ciclo de cultivo, lo que explicada su
crecimiento lento. El segundo modelo plantea que. todas las células presentan un ciclo celular
mis largo ya que se arrestan en la fase GO / G1/lo que exphmna las caracteristicas de fase
estacionaria y el crecimiento lento de la cepa mutante. Con el ob;eto de dilucidar cudl de los
dos modelos es correcto, se decidié analizar el .ciclo” cromosomal de Ia cepa mutante y

compararlo con el de la cepa silvestre.
Aniilisis del ciclo cromosomal

Para monitorear el ciclo celular de las cepas JF337 y W303a se decidié sincronizar los

cultivos en la fase G1, mediante la hormona de apareamiento denominada factor a, la cual al
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ser removida dLl mcdlo de cultivo pcrmnc quc las ccluhe prosng'm con cl ciclo u_lul,lr y se

dxv:d“m snmulr'mmmenre

Los resultados de las prucbas de arresto con el factor o - indican quc el mc,or tlempo‘ 8

para la cepa sdvestre (W303a) es de 150 minutos y para la’cepa’mutante (JF337) ‘es de 240_ s

solo puede ac a

hnberse cumphdo

Una vez. determmado el ucmpo de arresto se llevé a cabo el andlisis del ciclo
cromosomlco En este tmba;o se pudo observar que las células ade25 - 21 presentan una fase
Go/ Gl mucho mis larga que 1a cepa W303a. Esto se pudo observar al comparar los tiempos
en los cuales se alcanza el 50 % en la fase G2 / M. En el caso de la cepa silvestre fue a los 75
minutos; ‘mientras que en la mutante se alcanzé este punto a los 180 minutos. A pesar de que
una pequeiia czmudad de células no fue sincronizada con el factor o, se puede infenr que

todas las células mutantes se arrestan en la fase GO /Gl1.

Para conseguic un 100 % de arresto en GO / G1 se podda incrementar la
concentracién de factor a. O bien, se puede utilizar una metodologia de sincronizacion
diferente y ms eficiente, como es el de elutnacién, un método que consiste en la separacién de
las células por tamafio; aunque es un método que utiliza un aparato muy complejo y muy

costoso (Fantes ¢ af, 1993).

Los resultados de los estudios del ciclo citoplasmitico y del cromosomal de la cepa
mutante cde25 —21, JF337 mostraron que existe una alteracion en el ciclo celular de esta cepa ya
que presenta una fase GO /G1 mis larga. Suponemos que este trastomo del ciclo celular puede
deberse a que la alteracién del gen CDC25 repercute en el funcionamiento de la via Ras —
cAMP (Broek es al, 1987; Lai ef al, 1993), y a su vez sobre la traduccién de las ciclinas de la
fase G1(Pedruzzi et al, 2002), las cuales junto con Cdc28 permiten el paso a través del punto
de inicio (Hubler ez aZ, 1993).




En estudios posteriores se demostrd que todas las células ce25 —21 tienen una fase
G1 mils larga que la normal pero no entran en GO durante la fase exponencial (Folch & 4/,
1999). Con el objeto de determinar si todas las células se arrestan o no, se determiné el tiempo
de duplicacidn a partir de células individuales no gemantes de cultivos en fase expohencial y
en fase estacionaria. Todas las células, separadas a través de un micromanipulador, gcmfarop

4 horas después de la diseccién. Esto indica que todas las células se arrestan en GO / Gi1. R

Para definir en cuil fase se arestan las células, GO o G1, la mutante  ade25 ~21 * fue
cruzada con la mutante g7, que muestra un fenotipo condicional de no proliferacion a 14°C Qi '
las células han entrado previamente a la fase estacionaria. Sin embargo, cuando es transferida
dunante la-fase exponencial de 25°C a 14°C coﬁtinﬁa con su crecimiento. ‘Al evaluar el
fcnou'po de la doble mutante A2 g7 después de creceda a 25°C y cambiarla a 14°C durante
las fase exponencial se observd que la doble mutante no podia crecer. Estos resultados
descartan la posibilidad de un arresto en GO, seiialando que la cepa cde25 2/ scamestaenla
fase G1(Folch ez al, 1999).
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CONCLUSIONES

e ELCICLO CELULAR DE LA CEPA cdc25—21,JF337, ESTAALTERADO A
NIVEL DEL CICLO CITOPLASMATICO Y DEL CICLO CROMOSOMAL,
YA QUE PRESENTA UNA FASE G0 / Gl MAS LARGA.

e ENESTA INVESTIGACION NO SE PUDO DETERMINAR SI TODAS LAS
CELULAS SE ARRESTAN EN LA FASE G0 / G1. O BIEN, S1 TODAS LAS
CELULAS SE ENCUENTRAN EN G0

e LA FRECUENCIA DE REVERSION EN LA CEPA cdc25 - 21, JF337, NO
HA SIDO BIEN DETERMINADA.
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ANEXO 1

Ajuste de los detectores y amplificadores del voltaje para el citémetro de flujo

P1 FSC E00 267 Iin
P2 SSC 429 1.00 lin
P3 TL1 665 1.00 lin
P4 FL2 600 1.00 log
P5 FL3 623 1.00 lin
PG FL2-A 1.00 lin
P7 LL2-W 1.00 lin
Valores de comp ién para el cité de flujo

FL1 1.4% FL2

FL2 33% FL1

FL2 0.0% FL3

FL3 0.0% FL2
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ANEXO 2

Andlisis de varianza de Ia cepa W303a a lo largo de la cinética del crecimiento

No gemantcs

Tiempo D.O. Cantidad de

(horas) 600 nm mucstras Mcdia {min-max) _
8 1.14 3 51.98 +3.25 48.74 -55.23
8 1.26 3 52.84 +3.30 49.53 - 56.14
7 1213 52004152 _ 51.38-5442 _
1 0.28 3 53.19 $2.33 50.86 - 55.52
4 0.72 3 55408 1068 54.82.56.17
5 0.87 3 §6.10 +1.32 54.78 - 57.42
2 0.44 3 56.98 +1.69 55.29 - 58.66
3 0.56 3 57.02 $2.37 54.65 - 59.39
] 1.51 3 69.77 $2.29 67.48-72.07

Gemantes

Tiempo D.O. Cantidad de

(horas) 600 nm Media _{(min-max)
:] 1.51 3 30.23 £229 27.93-32.52
3 0.56 3 42.08 +2.37 40.60-45.35
2 0.44 3 43.02 +1.69 41.34 -44.71
5 0.87 3 43.90 +1.32 4258 -45.22
4 0.72 3 44.51 +0.68 43.83 -45.18
1 0.28 3 46.81 #2.33 4448 -49.14
7 1.21 3 47.10 21.52 45.56 -48.62
8 1.26 3 47.16 +3.30 43.86 -5047
] 1.14 3 48.02 33.25 44.77 -51.26

|
!
!
|
|
!
|
I

_—— e ———

P
(|

R
I

En ambas tablas, las muestras fueron ordenadas con base a su media pam poder observar las similitudes entre
ellas a través de las lineas colocadas en la parte derecha de la tabla, para determinar si existe o no una diferencia
significativa entre ellas.

Prucba de T pareada de la cepa W303a a lo largo de la cinética del crecimiento

D.O o
0.28 0.14101898
0.44 0.01896032
0.56 0.03600589
0.72 0.00502667
0.87 0.01526395
1.14 0.40131804
1.21 0.08041661
128 | 027544215
1.51 0.00445048

Con un intervalo de confianza del 99% parma determinar si existe alguna diferencia
entre la proporcion de gemantes y no gemantes en cada punto de la curva del
crecimiento de la cepa W303a. Cuando p < 0.01 la diferencis es significativa, Jos

q

valores

con
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los valores menores a 0.01.
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ANEXO3

Anilisis de varianza de la cepa JF337 a lo largo de 1a

to

inética del ¢

No gemantcs

‘Tiempo D.O. Cantidad de

(horas) 600 nm Media (min-max)
5 08 3 71.54 #3.76 67.78 - 75.30
1 0.34 3 73.09 +0.49 72.60-7357
2 04 3 73.47 £4.27 69.20-77.74
4 0.54 3 76.39 $0.47 75.92-76.86
3 0.47 3 76.82 +0.87 75.95-77.69
<] 0.77 3 78.39 +2.94 75.44-81.33
7 0.84 3 80.01 #1.10 78.91-81.10
8 0.91 3 81.11 +1.09 80.03-62.20
9 1.54 3 93.85 +1.85 92.01-95.70

Gemantes

Tiempo D.O. Cantidad de

(haoras) 600 nm as Media (min-max)
9 1.54 3 6.15 £1.85 4.30-7.99
8 0.91 3 18.89 £1.08 17.80 - 19.97
7 0.84 3 19.99 $1.10 18.90 - 21.08
8 0.77 3 21.61 $2.94 18.67 - 24 55
3 047 3 23.18 +0.87 22.31-24.04
4 0.54 3 23.61 10.47 23.14-24.07
2 04 3 26.53 $4.27 22.26-30.79
1 0.34 3 26.91 £0.49 28.43-27.40
5 06 3 28.46 £3.76 24.70-32.21

En ambas tablas, las mucestras fucron ordénadas con base a su media para poder observar las similitudes entre
ellas a través de las lineas colocadas en Ia parte derecha de la tabla, para determinar si existe o no una diferencia

significativa er

ntre cllas.

Prueba de T parcada de la cepa JF337 a lo largo de la cinética del crecimiento

D.O. woomm P
0.34 0.00014922
0.40 0.01083819
0.47 0.00034885
0.54 0.00010517
0.60 0.00998798
077 0.00356718
0.84 0.00044423
0.91 0.00040779
1.54 0.00059124

Con un intervalo de confianza del 99% para determinar si existe alguna
diferencia entre la propon:lon de gemantes y no gemantes en cada punto
de la curva del crecimiento de la ccpn_]F337 Cuando p < 0.01 la diferencia

es significativa, los valores con

menores a 0.01.
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ANEXO 4
Anilisis de varianza de la cepa W303a en una curva de arresto con hormona de

apareamiento

Nogemantes

‘Tiempo  Cantidad de

(minutoe) mucstras Media {min-max)
3 50.82 +£3.04 47.78-5388 |

90 3 71.19 £3.45 67.74-74.64 |

105 3 83.49 14.28 79.21-87.77 {

120 3 88.38 12,16 66.20 - 90.51 |

180 3 89.17 £2.38 86.79 - 91.55 [

150 3 91.97 +1.42 90.56 - 93.39 |
Las mucstras fueron ordenadas con base a su medis para poder obscrvar las similitudes entre cllas a través de las
lincas colocadas en la parte derecha de la tabla. Para determinar si existe o no una diferencia significativa entre
cllas.
ANEXO 5

Andlisis de varianza de la cepa JF337 en una curva de arresto con hormona de

pe

No gemantes

Tiempo  Cantidad de

(minutos) mucetras Media (min-max)
Q 3 71.23 £3.38 67.85-7461 |
60 3 85,06 $0.63 84.43-8568 |
300 3 87.34 10.50 85.39-89.29 [
150 3 87.49 1291 84,58 - 90.40 [ |
120 3 89.53 +1.58 89.03 - 90.02 [ |
180 3 91.01 £1.32 89.42 - 92.59 | I I B |
210 3 94.57 10.49 93.24 - 95.89 [
270 3 97.02 0.32 96.70-97.34 [
240 3 97.84 $1.95 97.35-08.34

Las muestras fucron ordenadas con base a su media para poder observar las similitudes entre ellas a través de las
lineas colocadas en la parte derecha de la tabla. Para determinar si existe 0 no una diferencia significativa entre
cllas.
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ANEXO 6

Andlisis distico de Ia fi ia de reversidn en dio YPDA y medio minimo
[Tiempo YPDA Medio minimo
(horas)| N media N Media P v
30 2 157 7 2 4413 %6170 0.43219938 2
42 3 3245 21045 2 1080 2156 0.20876828 3
48 3 7570 24473 3 12 408 49758 0.27247005 4
72 3 325 000 *117 783 3 204300 130 4685 0.166054681 4
En esta tabla se puede ob la kisd de ick (N) analizadas por cada y la media de cada
mucstn. Ademu se pucde observar los muludos de  prucbas de T con (v) grados de libertad, pars mucstras
] tes realizada pars p el iento en lss tanto en medio YPDA como en medio

minimo y discernir si existe una diferenciz entre cllas © no en cada lapso de tiempo de crecimicnto, Pars cllo se
especificd como hipStesis nula que las medias de ambas muestras son iguales. En contraste, se establecié como
hipétesis altemativa que las medias son diferentes. La hipStesis nula se cumple sip > = a. © se rechazasip < a1,
sicndo a =0.05.
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